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THÉRAPIE CELLULAIRE DE LA DYSTROPHIE MUSCULAIRE DE
DUCHENNE : ESSAI PRÉCLINIQUE CHEZ LE CHIEN MYOPATHE
CELL THERAPY OF DUCHENNE MUSCULAR DYSTROPHY: 
PRECLINICAL TRIAL IN GRMD DOGS
Par Yan CHÉREL1,2, Karl ROUGER1,2, Thibaut LARCHER1,2, Laurence DUBREIL1,2, Jack-Yves DESCHAMPS1,2,
Caroline Le GUINER3,4, Gregory JOUVION1,5, Bruno DELORME6,7,8, Blandine LIEUBEAU9,2, Marine CARLUS1,2
(Communication présentée le 9 juin 2011)
La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie génétique progressive du muscle liée
au chromosome X. Elle est la maladie génétique la plus fréquente chez l’homme. La thérapie cellu-
laire basée sur l’utilisation de cellules souches somatiques est une voie thérapeutique riche d’inté-
rêt. Nous avons isolé, chez un modèle de chien myopathe, une cellule souche musculaire (MuStem)
qui présente les qualités indispensables à une utilisation thérapeutique : forte capacité d’amplifica-
tion, capacité à fusionner avec les fibres musculaires, renouvellement du contingent de cellules satel-
lites, dispersion dans l’organisme après administration vasculaire, persistance de l’effet à long
terme, spectaculaire amélioration clinique des animaux traités. Ces résultats précliniques ouvrent la
voie à un essai thérapeutique chez l’enfant atteint de dystrophie musculaire de Duchenne.
Mots-clés : muscle, cellule souche somatique, myopathie, Dystrophie musculaire de Duchenne, modèle animal,
chien GRMD.
RÉSUMÉ
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Duchenne muscular dystrophy (DMD), a genetic progressive X-linked muscular dystrophy, is the most
common genetic disease in humans. Cell therapy based on the use of somatic stem cells is a very prom-
ising approach. In a dog myopathy model, we isolated a muscle stem cell (MuStem) with the essen-
tial requirements for therapeutic use: high amplification capacity, ability to fuse with muscle fibers,
renewal of the satellite cell population, dispersion in the whole body after vascular administration,
persistence of long-term effect, and dramatic clinical improvement of treated animals. These preclinical
results pave the way for a therapeutic trial in children with Duchenne muscular dystrophy.
Key words: muscle, somatic stem cell, myopathy, Duchenne muscular dystrophy, animal model, GRMD dog.
SUMMARY
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La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une mala-
die génétique progressive du muscle liée au chromosome X, due
à un défaut de synthèse d’une protéine, la dystrophine (Hoffman
et al. 1987). Elle est la maladie génétique neuromusculaire la
plus fréquente, affectant une naissance de garçon sur 3500
(Emery 1991). Elle reste actuellement sans traitement curatif.
La dystrophine assure un lien essentiel entre le cytosquelette
des fibres musculaires et la matrice extracellulaire. Sa déficience
est à l’origine d’une nécrose segmentaire répétée des fibres, géné-
rant un déficit musculaire progressif, débutant dans l’enfance
et aboutissant à une incapacité locomotrice au cours de l’ado-
lescence (Dubowitz 1975).
Pour proposer un traitement curatif d’une maladie génétique
musculaire, il faut concevoir une stratégie qui résolve un 
certain nombre de difficultés : 
- le tissu musculaire est formé de fibres géantes multinucléées
dont les noyaux sont post mitotiques. Chaque fibre ou tout
au moins un grand nombre d’entre elles doivent être corrigées, 
individuellement ;
- ce tissu représente 40 % du poids du corps et est dispersé dans
tout l’organisme. Le produit thérapeutique doit atteindre 
l’ensemble des muscles ;
- la correction génétique doit être pérenne et éventuellement,
les cellules satellites qui assurent croissance et réparation du
muscle doivent être corrigées ;
- le gène muté responsable de la dystrophie musculaire de
Duchenne, codant la dystrophine, est le plus grand gène 
existant et son apport nécessite des vecteurs appropriés.
Deux types de thérapies présentent des propriétés adaptées à une
maladie génétique musculaire : la thérapie génique et la 
thérapie cellulaire. La thérapie génique se heurte aux difficul-
tés de transduction d’un gène de très grande taille, trop 
volumineux pour la plupart des vecteurs. Actuellement, les
orientations de recherche portent, non pas sur le transfert du
gène, mais sur la correction de ses transcrits, par exemple par
saut d’exon. Le saut d’exon par morpholino fait l’objet d’un essai
clinique (Cirak et al. 2011). Le saut d’exon vectorisé par AAV
(Adeno-associated virus) est au stade des études précliniques
(Servais et al. 2011) ; Dans ce cas, le transfert de gène doit 
s’accompagner d’une intégration permanente sans danger dans
le génome ou être épisomal de façon stable.
Les cellules satellites représentent une population de précurseurs
musculaires responsables de la croissance et de la régénération
du muscle. Elles ont été considérées comme des candidates natu-
relles pour la thérapie cellulaire de la DMD. De nombreux tra-
vaux ont montré que le transfert de cellules satellites dans le
muscle pouvait générer une production de dystrophine, mais
avec une très faible efficacité et une diffusion très limitée au sein
du tissu (Morgan et al. 1990 ; Huard et al. 1992 ; Karpati et al.
1992). Plusieurs populations de cellules  souches adultes ont
montré des capacités d’auto renouvellement et de différencia-
tion dans la lignée myogénique et pourraient être des candidates
à la thérapie cellulaire de la DMD. Ce sont les cellules de la Side
Population (Gussoni et al. 1999 ; Jackson et al. 1999 ; Tanaka
et al. 2009), les CD 133 (Torrente et al. 2004), les mésoangio-
blastes (Minasi et al. 2002), les cellules souches mésenchyma-
teuses (Rodriguez et al. 2005 ; Pittenger et al. 1999 ; Goudenege
et al. 2009), les PICs  ou PW1+/Pax7- interstitial cells (Mitchell
et al. 2010) et les MDSC (Muscle derived Stem Cells) (Qu et al.
1998). La plupart de ces populations ont montré des proprié-
tés de diffusion à partir du réseau vasculaire chez la souris et la
capacité à générer de la dystrophine dans les fibres musculaires.
Mais, pour pouvoir prétendre à une capacité thérapeutique, elles
doivent aussi pouvoir être amplifiées de façon très importante
pour traiter un organisme de grande taille, tout en gardant leurs
propriétés de diffusion vers le tissu musculaire.
Pour démontrer l’efficacité d’une thérapeutique, le modèle
animal classiquement utilisé, la souris mdx, est insuffisant. Une
lignée de chiens dystrophinopathes, les chiens GRMD (Golden
Retriever Muscular Dystrophy), est heureusement disponible
et est utilisée pour réaliser les essais pré-cliniques chez un animal
de taille similaire à celle d’un enfant. Les animaux présentent
une mutation A-G aboutissant à l’absence de production de 
dystrophine (Cooper et al. 1988 ; Sharp et al. 1992).
Dans l’UMR 703 INRA / Oniris, nous avons démontré que des
cellules souches adultes, nommées MuStem, caractérisées par
un retard d’adhérence in vitro, pouvaient être des candidates très
intéressantes pour la thérapie de la DMD.
PRODUCTION ET AMPLIFICATION 
DES MUSTEM
Les MuStem sont obtenus à partir de muscle de chiens sains de
deux à trois mois. Après extraction mécanique et enzymatique
de l’ensemble des cellules mononucléées du muscle (fibroblastes,
cellules satellites, cellules inflammatoires...), les cellules sont
placées dans des flasques en milieu de croissance, puis soumises
à une adaptation du protocole de pré-plating décrit par Qu en
1998 (Qu et al. 1998). Au bout d’une heure, les cellules non
adhérentes sont collectées, puis placées dans une nouvelle
Figure 1 : Cultures de MuStem. Croissance des colonies de MuStem aux
jours 7 (a), 10 (b), 12 (c) et 14 (d). Formation de microsphéroïdes (e et f) :
cultures clonales montrant la double morphologie des cellules filles, sphérique et
fusiforme. Barres : a, b, c, d : 25 micromètres, e et f : 100 micromètres
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flasque. La même procédure est reproduite toutes les 24 heures
pendant quatre jours, puis les cellules sont cultivées en milieu
de croissance. La population obtenue représente 1,2±0,5 % des
cellules initialement extraites. Elle est composée de cellules pré-
sentant un retard à l’adhérence, comparées aux fibroblastes (qui
ont adhéré après le premier plating) et aux myoblastes (cellules
musculaires mononucléées issues des cellules satellites qui ont
adhéré au cours des platings suivants). Après quelques jours de
quiescence, les MuStem présentent une forte capacité prolifé-
rative réalisant 20,5 doublements de population en 36 jours, ce
qui permet d’obtenir 105 à 109 cellules en moins d’un mois. Les
MuStem se présentent sous la forme d’une population mixte de
cellules rondes réfringentes et des cellules fusiformes, aspects
morphologiques que l’on observe aussi en culture clonale
(population issue d’une seule cellule) (figure 1) En suspension,
elles forment des myosphères, composées de cellules rondes,
structures ressemblant à des corps embryoïdes. Ces myosphères
se désagrègent spontanément lorsqu’elles sont placées en milieu
adhérent et génèrent des cellules fusiformes à caractéristiques
musculaires. Placées en milieux d’induction appropriés, elles peu-
vent présenter des capacités de différenciation ostéogénique et
adipogénique.
Les MuStem présentent partiellement des marqueurs de cellules
satellites, le CD56 pour 81±4%, la béta-integrine pour 59±10%.
Près de la moitié (46±4%) sont Pax7+ (marqueur spécifique des
cellules myogéniques) et 42±3% sont Myf5+ révélant ce fac-
teur de régulation myogénique précoce, 49±2% sont MyoD+
et 34±4% desmine+. Les MuStem sont négatives pour CD45
(marqueur hématopoïétique), CD34 et CD31 (marqueurs
endothéliaux) ou pour les marqueurs de lignées sanguines
(CD5, CD11b, CD14, CD21). Comparées aux myoblastes, ces
données démontrent que les MuStem sont des cellules déter-
minées, engagées dans les stades précoces de la lignée muscu-
laire.
LES MUSTEM PARTICIPENT À LA
FORMATION DES FIBRES MUSCULAIRES 
ET RESTAURENT L’EXPRESSION DE LA
DYSTROPHINE
Après marquage des cellules in vitro par transduction d’un rétro-
virus recombinant exprimant le gène nls-LacZ (codant une bêta-
galactosidase nucléaire), les MuStem ont été injectées par voie
intramusculaire chez des chiens myopathes immunosuppri-
més. Un mois plus tard, les biopsies musculaires révèlent la pré-
sence de fibres exprimant la dystrophine et contenant des
noyaux bétagalactosidase positifs. Plus de 70% des noyaux posi-
tifs sont localisés sous la membrane des fibres, en position 
normale, 15 % en position centrale au sein du cytoplasme (loca-
lisation habituellement observé dans les myotubes en régéné-
ration, et 13% sont localisés dans le tissu conjonctif (figure 2).
Une analyse fine, par triple marquage, de la localisation des
noyaux situés en périphérie des fibres révèle que 71,1% d’entre
elles sont en position subsarcolemale (c’est-à-dire dans le cyto-
plasme, sous la membrane plasmique), 12,2% sont localisés à
l’extérieur de la membrane basale et 16,7% sont localisés
entre la membrane plasmique et la membrane basale, 
c’est-à-dire dans le niche des cellules satellites (figure 3).
L’étude de l’expression de Pax7 au sein de cette dernière caté-
gorie montre que les MuStem sont capables de se localiser dans
la niche satellite et peuvent exprimer des marqueurs de ces 
cellules, c’est-à-dire acquérir une identité de cellules satellites.
Par ailleurs, injectées par voie sous-cutanée à des souris SCID,
les MuStem ne présentent aucun caractère tumorigène. 
Figure 2 : Coupe transversale de muscle, révélation immunohistochi-
mique de la dystrophine (lignes brunes membranaires) associée à une révé-
lation histoenzymologique de la bêtagalactosidase (coloration bleue des
noyaux). Les MuStem ont fusionné avec certaines fibres matures et généré
la synthèse de dystrophine. Barre : 100 micromètres.
Figure 3 : Immunomarquages LacZ (en rouge), membrane plasmique
(dystrophine, en vert) et membrane basale (laminine, en bleu) révélant
la localisation des noyaux de MuStem, dans la fibre (a), au-delà de la
membrane basale (b), et en loge satellite entre les membranes plasmique
et basale (c). Barre : 25 micromètres.
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LES MUSTEM EMPÊCHENT L’APPARITION
DES SYMPTÔMES DE DYSTROPHIE
MUSCULAIRE
Pour valider leur intérêt thérapeutique, les MuStem ont été
injectées par voie intra artérielle chez des chiens GRMD
immunosupprimés (cinq injections de 107 cellules à 15 jours d’in-
tervalle chez des chiots de trois mois dans l’artère fémorale
gauche). Les chiens GRMD témoins immunosupprimés (par
Ciclosporine et Mycophénolate mofétil) présentent des symp-
tômes d’apparition progressive classiquement observés dans le
modèle. Ces symptômes sont très discrets jusqu’à l’âge de trois
mois (principalement un début de palmigradie/plantigradie),
puis une dégradation brutale s’observe entre trois et six mois,
caractérisée par une faiblesse progressive, une raideur progres-
sive des membres, un raccourcissement de la foulée et un
transfert marqué du poids du corps vers l’avant-main. Un
score clinique, adapté de celui développé par l’équipe de S. Blot
à l’ENVA (Thibaud et al. 2007) a été utilisé : les chiens
témoins conserve un score de 80 à 100% les trois premiers mois,
puis cette valeur décline rapidement pour atteindre 30 à 40%
vers six mois et se stabilise ensuite. Chez les chiens traités, la
dégradation progressive n’est pas observée, les animaux conser-
vent une locomotion proche de la normale et les scores cliniques
restent de façon durable au-dessus de 70-80% (figure 4). Ces
résultats spectaculaires sont reproductibles et durables. Les ani-
maux survivent plus longtemps que les témoins (dont l’espérance
de vie ne dépasse guère un an, du fait d’une incapacité loco-
motrice totale et / ou d’accidents de fausse déglutition). Chez
les chiens traités, si les accidents de fausse déglutition n’ont pas
tous disparu, la puissance musculaire, la moindre fatigabilité,
la capacité à galoper sont spectaculaires. Le plus âgé des 
animaux a actuellement plus de trois ans, montrant la persis-
tance des effets du traitement.
L’AMÉLIORATION CLINIQUE EST OBTENUE
AVEC UNE FAIBLE EXPRESSION DE
DYSTROPHINE
Pour documenter l’expression de dystrophine dans les fibres 
musculaires, des biopsies sont régulièrement réalisées, puis
traitées par des techniques immunohistochimiques, de Western
Blot et de RT-PCR. L’expression de dystrophine est observée
dans un grand nombre de fibres réparties au sein du tissu
(environ 20 à 30 %), dans des muscles du membre injecté, du
membre controlatéral et dans des muscles de l’avant main. Cette
expression est relativement faible, formant des lignes discon-
tinues soulignant les membranes des fibres. L’expression est per-
sistante dans le temps. L’analyse histomorphométrique de ces
biopsies révèle une augmentation du nombre de fibres en
régénération chez les animaux traités, ainsi qu’une diminution
de l’épaisseur de la fibrose endomysiale (tissu conjonctif situé
entre les fibres musculaires à l’intérieur des faisceaux).
Figure 4 : Évaluation clinique des chiens GRMD témoins et traités. Le score clinique, mesuré chaque semaine est exprimé en pourcentage d’un score
théorique de chien sain. Chez les chiens myopathes témoins immunosupprimés, ce score s’effondre entre trois et six mois d’âge. Chez les chiens myopathes traités,
le score clinique reste élevé tout au long du suivi des animaux. Illustrations de la palmigradie/plantigradie et du transfert de poids chez le chien non traité par 
rapport au chien traité.
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DISCUSSION
Les MuStem sont isolées selon une procédure dérivée de celle
décrite par le groupe de Huard (Qu et al. 1998). La méthode
mise au point est reproductible et permet d’isoler des cellules
canines présentant des caractéristiques phénotypiques et un
comportement en culture différents de ceux des MDSC qu’il a
obtenus chez la souris, nous conduisant à leur donner un nom
spécifique. Les MuStem isolées génèrent une population hété-
rogène composée de cellules fusiformes et d’une faible portion
de cellules rondes, proportion qui reste constante du fait de la
capacité des cellules à se diviser de façon asymétrique. La plu-
part des cellules présentent des marqueurs de lignée musculaire
et les MuStem semblent être positionnées comme des progé-
niteurs myogéniques précoces. Bien qu’elles semblent engagées
dans la lignée myogénique, elles sont capables ex vivo de diffé-
renciation multilignage. Ces propriétés différencient les MuStem
des autres populations de cellules candidates au traitement des
maladies génétiques du muscle.
Les capacités d’amplification des MuStem sont importantes, ce
qui est une caractéristique essentielle pour la mise au point d’une
stratégie thérapeutique qui s’adresse à un tissu occupant un grand
volume dans l’organisme.
Injectées dans un tissu musculaire présentant des lésions sévères
et évolutives, elles montrent une capacité de survie (contrai-
rement aux myoblastes), fusionnent avec les fibres matures et
codent la dystrophine, empêchant ainsi la dégradation phé-
notypique du tissu. Certaines d’entre elles se localisent en posi-
tion satellite, caractéristique essentielle dans un contexte de dis-
parition du contingent de cellules satellites.
L’efficacité de l’injection intravasculaire de MuStem pour le trai-
tement de la dystrophie musculaire de Duchenne dans le
modèle canin est remarquable. L’amélioration clinique est
spectaculaire, les chiens traités conservant une locomotion
proche de celle d’un chien sain, Cette efficacité clinique est
générée par une expression faible mais dispersée de la dystro-
phine au sein des muscles. Jusqu’ici, un tel potentiel avait été
démontré seulement pour les mésoangioblastes (Sampaolesi et
al. 2006), cellules ne présentant pas de différenciation mus-
culaire spontanée et difficiles à amplifier. Des travaux com-
plémentaires seront nécessaires pour déterminer le nombre mini-
mal de fibres exprimant la dystrophine et le niveau d’expression
de cette dystrophine qui permettent d’interrompre le proces-
sus dystrophique. Parallèlement, les injections systémiques de
MuStem n’ont jamais révélé d’effet négatif sur les autres
organes, ce qui laisse augurer d’une absence de toxicité de la stra-
tégie thérapeutique proposée. L’utilisation de cellules allogé-
niques non mutées nous a contraints à immunosupprimer les
animaux. L’immunosuppression modifie l’expression de la
maladie (Radley et al. 2007, Miller et al. 1997, De Luca et al.
2005), mais les effets obtenus sont marqués et tous statisti-
quement différents des animaux contrôles immunosupprimés.
Des investigations ultérieures seront nécessaires pour évaluer
les niveaux et durées d’immunosuppression nécessaires à l’im-
plantation et à la persistance des MuStem dans le muscle, car
la situation de chimère est originale par rapport à celles d’une
greffe classique de cellules ou d’une greffe d’organe. Les don-
nées actuellement recueillies montrent que le moment du
traitement est extrêmement critique : l’administration des
cellules doit intervenir avant la mise en place d’une sclérose trop
mutilante dont la capacité de réversibilité n’est pas prouvée.
L’injection par voie artérielle a révélé la capacité des MuStem
à passer la barrière endothéliale et à spontanément se locali-
ser dans le muscle dystrophique. Le protocole d’injection est
actuellement en cours de simplification, se basant sur trois injec-
tions réalisées dans des vaisseaux postérieurs et antérieurs afin
d’optimiser la répartition des cellules dans l’organisme.
L’action des MuStem au sein du tissu semble relever de plusieurs
mécanismes : la fusion avec les fibres matures et l’expression de
la dystrophine empêchent la dégradation phénotypique du tissu.
La localisation en position satellite ouvre la voie à des possi-
bilités de régénération plus tardive, en fonction des besoins du
tissu. Très probablement leur action pourrait aussi être indirecte
car le nombre de cellules injectées est faible par rapport à l’im-
portance du volume du tissu à traiter. Des mécanismes d’action
paracrine peuvent êtres suspectés étant donné la remarquable
efficacité observée. 
De nombreuses étapes restent à franchir avant que ces travaux
se concrétisent par un traitement chez l’enfant. Les MuStem
doivent être obtenues à partir de muscle humain, ce qui est en
cours dans le laboratoire. Leur stabilité caryotypique durant l’ex-
pansion doit être prouvée. L’analyse des modalités d’une immu-
nosuppression plus légère doit être réalisée. L’autorisation de réa-
liser un essai chez des individus jeunes doit être obtenue des
organismes réglementaires. Toutefois, les données scientifiques
déjà générées semblent indiquer que la voie vers un essai thé-
rapeutique à courte échéance est ouverte, concernant la mala-
die génétique neuromusculaire la plus répandue chez l’homme.
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